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PROTEIN MIT PHOSPHOLIPASEAKTIVIT]XT

Beschreibung

pie Erfindung berrifft ein protein mit Phospholipaseaktivi-
tat, das die reife Sequenz dex ASPergillu-g'LYSOphos'pholi pase
ode'r eine davon abgeleitete Segquenz pesitzt und an mindestens

eiper Stalle gespalten sein kann, wobei gegebenenfalls die

spaltsticke entveder dber mindestens eine unter reduzierenden
Bedingungen spaltbare Pindung vexknipft sind oder \'ron den un-
verknapften spaltsticken mindestens eines Phospl.':olzpafseakci-»
vitat besitzt. Ferner petrifft die Erfindung ein Ver?ahren
zur Produktion dieses Proteins sowie die Ver\:lendung dieses
Proteins zur gotschleimung von pflanzlichen Olen und als
packhilfsmittel. . )

Bei der BEntschleimung von Speisedl wexrden nic!-xt lilydratisier-
bare Phospholipide durch’ Phopholipase wasserloslich gemacht
und so schonend, xostensparend und umwelcfreundlich aus dem
Speisedl entfernt. In der europaischen Patentanmeldung .

0 513 709 {R&hm/Lurgi) wird erstmals ein wirksames er‘.\zy'mat.l‘
sches Verfahren zur Entschleimupg vorg.estellt. Dabe?: wird
eip mit WasgeT vorentschleimtes Speisedl mit einer waBrigen
Losung einex phospholipase zu Trépfchen kleinex 10 pm exfml-
giert. Nach der Hydrolyse (pH 3 bis 6, Temperatur S0 bis

Wl
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70°C) wird die wafrige Phase abgetrennt. Dasg enzymatcische
Entschleimungsverfahren wurde als "EnzyMax-Verfahren” von der
Firma Lurgi in der Speisedlindustrie eingefdhrt. 1In der D
43 39 556 'wird als weitere Variante dieseas Verfahrens die
Wiederverwendung des Enzyms beachrieben, indem man das Enzym
aus einer gebrauchten, schlammhaltigen wafrigen Phase durch
Zusatz von Tensiden oder Ldsungsvexmittlern abldst und als
weitgehend schlammfreie, enzymhaltige Loésung wiederverwendet.

Die Bereitstellung dexr erforderlichen Mengen an Enzym-far die
Betreibung eines groftechnischen Verfahrens kann nur mit Hil-
fe von Mikroorganismen gedeckt werden. Eg besteht also ein
Bedarf nach einex mikrobiellen Quelle, die erlaubt, dag Enzym
phog-;phol:.pase in unbeschrinkten Mengen zu produzieren. 1
der DE-0S 155 27 274.9 vom 26.07.1995 (ROhm/Lurgi) wird be-
schrieben, daf in Aaspexgillus niger eine geeignete Phospho-
lipase gefunden wurde. Sie spaltet Lecithin Zu Lysolecithin,
ist aber auch in der Lage Lysolecithin weitexr zu spalten zum
Phospbatidylcholin. Reine Lysophospholipasen aus Aspergil-
lus, die nur Lysolecithin zu spalten vermdgen, sind im Ent-
schleimmgsprozefs wirkungslos. Das gilt auch far die nichc
acylspaltenden Phospholipasen C und D.

Fexner kdénnen Phospholipasen auch alg Backhilfsmittel zur
Verbesserung der Verarbeitung des Teigs verwendet wexden.

Der voxliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine
kostenglnstige Phospholipase in hoher Reinheit herzustellen.
Die Phospholipase s0ll duxch einen transformierten Wirtsorga-
nismus in groSen Mengen produziert werden kénnen. Mit dem
Enzym sollen Pr&parate hexgestellt werden kénnen, die sich
besonders gut zur Hydrolyse von’ Phospholipiden und somit zur
Klarung von Starkehydrolysaten und zur Herstellung von Back-
hilfsmitteln eignen.
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Erfindungsgeméﬁ wird diese Aufgabe gelost durch ein Protein
mit Phospﬁolipaseaktivicat, das dadurch gekennzeichnet ist,
aaR es die reife Sequenz der Aspergillus»Lysophospholipase
oder eine davon abgeleitete Sequenz besitzt und an mindestens
einer Sstelle gespalten sein kann, wobei im Falle einex Spal-
tung die spaltsticke entwedex uber mindestens eine untexr re-
duzierenden Bedingungen spaltbare Bindung verlnipft sind oder
von d;n unverkniipften Spaltstﬁcken_mindestens einea Phospho-
lipaseaktivicat pesitzt. Ferner wird diese Aufgabe geldost
durch ein Protein mit Phcspholipaseaktivit&t, das dadurch. ge-
kennzeichnet ist, daf es von einem Antikdrper gegen gereinig-
re Phospholipase aus Aspergillus foetidus RH 3046 erkannt .

wird. i

Es wurde ubexraschenderweise gefunden, daf ein mit der aus
Aspergillus isolierbaren Desoxyribonukleinsaure (DNA) gemaf
dexr DE-OS 196 20 649.9 rransformiertex Mikroorganismus nicht
nur eine Lyscphospholipase codiert, sondern unter bestimmren
Kul turbediogungen auch in eine Phospholipase prozeasiert
wird. Die phospholipase besitzt eomit die gleiche Primar-
stxuktur wie die Lysophospholipas’e , jedoch eine andere Sekun-
déxr- und fertisrstrukrur und somit andere physiologische
Eigenschaften. pie entsprechende Sequenz ist in SEQ ID No. 1
der DE-OS 196 20 649.9 dargestellt. fine weitere Phospholi-
pase codierende Sequenz wurde aus .Asperg.illus niger isoliext,
aje unterscheidet sich in nux ‘6% dexr Aminosauren von der ho-
mologen Segquenz Aaus AsPergillus'foecidus- sowohl die Phospho-
lipase aus Aspergillus niger wie die Lysophospholipase aus
Aspergillus foetidus bestehen aus 270 Amiposiuren und haben
ein Molekulargewicht von 16000 Da (siehe SEQ ID No. 1+42) .
Bezdglich des Erhalts der transformierten Mikxoorganismen
wird auf die of fepbarung der DE-OS 196 20 649.9 Bezug genom-
men. FEine phospholipase aus Aspergillus wuxde bishexr im
stand der Tecbnik nicht peschrieben. Die Druckschrift Nakaya

TER I e
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et al., Buxr. J. Biochem. 1990, 193 (1) 31-38 beschreibt ein
Protein, dessen Sequenz der Phospholipase A2 ahnlich ist.

Durch proteinchemische Methoden lieR sich Phospholipase von
Lysophospholipase trennen und hochgereinigt gewinnen. Beim
Vergleich der gereinigten Phospholipase und Lysophospholipase
ergaben sich folgende Unterschiede:

- Die Molekulargewichte von Phospholipase und Lysophospholi-
pase aus Aspergillus foatidus, gemessen mit der SDS-Gelelek-
trophorese, betragen unter reduzierenden Bedingungen ca.
30000 Da fdr Phospholipase und ca. 36000 Da far Lysophospho -
lipase, unter nicht reduzierenden Bedingungen dagegen liegen
sie f0r beide Enzyme gleich bei ca. 36000 Da. Unter reduzie-
renden Bedingungen zerfillt die Phospholipase in zwei Ketten,
von denen die gréfiere (30000 Da) im Blektrophoresegal erfaft
. wird. Das Teilstick in der Grdéfe von ca. 6000 Da kann aus
methodiachen Griinden im gleichen Blektrophoresegel nicht
nachgewiesen werden, jedoch kann man aus diesem Befund ablei-
ten, daf Phospholipase aus zwel Peptidketten besteht. Diese
Vorstellung wird durch das Ergebnis dex Proteinsequenzierung
bestitigt. ’

- Die Proteinsequenzierung der Phospholipase aus Aspergillus
foetidus ergab eine hohe Ubereinstimmung mit dexr Sequenz der
Lysophospholipase, jedoch auch Untexschiede. Bei Phospholi-
péuse wurden zwei NHz-Termini im Verhfltnis 1:1 gefunden, bei
Lyso?hospholipase dagegen nur einer. Riner der beiden NHg -
Termini der Phospholipase gehdrt zu einem 6000 Da-Peptid,
wahrend der andere der NHp-Terminus des 30000 Da-Proteins
iat. Wahrend das kleinere Peptid mit den Aminos&uren 1 bis
44 des reifen Lysophospholipase-Proteins (vgl. Sequenz ID

. No. 1 in DE-OS 196 20 645.9) ibereinstimmt, entspricht die
Sequenz des 30000 Da-Proteins den AminosAuren 45 bis 270
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der Lysophospholipase (vgl. Sequenz ID No. 1 in DE-OS
196 20 645.9) .

pieser Befund legt nahe, dap die phospholipase aus Aspergil-
1us foetidus durch Prozessierung des LYSOPhOSPhOJ-ipase-pro_
teins entstehen kann, wobei noch ungeklart ist, ob die Pro-
zessierung ipnerhalb oder auRerhalb der Zelle stattfindet und
in welcher Weise sie ablauft. Die Beziehungen zwischen Phos-
pholipase und Lys'ophoapholipaae sind in Figur 1 dargestellt.

weitex unterscheiden sich Phospholipase und Lysophospholipase
jn ihrxen jsoelektrischen Punkten, ihren pH- und Tempera--
ruroptima sowie sehr deutlich in ihren Temperatuxstabilita-

ten. Ip der folgenden Tabelle werden diese Werte gegenﬁbe'r-

gestellt.

Tabelle 1: vVergleich der Eigenschaften von Phospholipase und
Lysophospholipaae aus Aspergillus foetidus :

Phospho- Lysophos-
lipase : pholipase
Mélgewicht (sbs-Gel, reduz.) 30000 Da 36000 Da
Molgewicht (sDS-Gel, picht-reduz.) 36000 Da 36000 Da
1soelektr. punkt pH 4,3 PR 4,2
Temperat:ur-Optimum "s50°C s5°C
pH-Opl:i.xmm PpH 3-4 pH 4,5
pﬂ-scabilitét (1 std. bei 60°C) pH 3.5 pH 4.5

>75% Restakt. 10% Restakt.

gzum Erhalt der Phospholipase an stelle derxr Lysophospholipase
aus den betreffenden Mikroorganismen sind die Fermentations-
bedingungen wepentlich. Wwesentlich fur die Bildung der Phos-
pholipase ist die purchfihrung der Kultur in einem sauren bis
1eicht alkalischen Medium. Der pH-Wert liegt dabei geeigne-
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terweise 1in einem Bereich von 2 bis 9, bevorzugt 3 big 8.
Unter diesen Bedingungen wird bevorzugt Phospholipase gebil-
det. Dabei wird wie folgt voxgegangen:

Zunachst wird ein geeigneter wirt ausgewAhlt mit dem zZiel

einer mbglichst einfachen Herstellung der Phospholipase. oOp-
: wohl viele Axten von Sclummelp:.lzen als mdgliche Wirte in Be-
tracht kommen, wie zum Beispiel Vertreter der thermophilen
Gattungen Rumicola, Thermomyces und Mucor, der Gattungen Rhi-
zopus, Absidia, Chaetomium, Trichoderma, Thielavia, Penici}-
l1ium und Cephalosporium, wurden bevorzugt Artan der Gattung
Aspergillus vexwendet. Nach Transformation mit den erfin-
dungsgemaﬁen Plasmiden lassen sich Transformanten :Lsol:.eren,
die, verglichen mit den Wirten, Phospholipase in grofen Men-
gen produzierxen. Bevorzugt ist der transformierte Wirtsorga-
nismus ein Aspergillus-Stamm der Arten Aspergillus oryzae,
Aspergillus sojae, Aspergillus nigex, Aspergillus awamori,
Aspérgillus foetidus, Aspergillus ellipticus, 'Aspergi_z_lus
aculeatus, Aspergillus carbonarius oder Aspergillus phoenicig
oder ein Trichoderma-Stamm der Arten Trichoderma viride,
Trichoderma longibrachiatum oder Trichoderma reesei.

Eine Transformante, die durch Cotransformation eines Wirts-
stammes mit einem Selektionsplasmid, bevorzugt mit PAN7-1,
p3SR2 oder pSTA1l0, und einem Expressionsplasmid, bevorzugt
mit pKC3, pKCI, pKC12 oder pK(N2, hergestellt wird, zichtet
man in einer f£ar den Wirtsstamm dblichen Niéhrldsung, die min-
destens eine verwertbare C-Quelles, wie 2.B. Maisschrot, Star.
ke, Dextrin aus Stdrke, und mindestens eine verwertbare orga-
nische N-Quelle, wie z.B. Maisquellwasser, Hefeautolysat,
Sojamehl, Sojaprotein oder -pepton allein odex in Kombination .
mit anorganischen N-Quellen wie Ammoniumsalzen oder Nitraten,
enthidlt und nach der Sterilisation auf einen sauren bis
leicht alkalischen pH-Wert eingestellt wird. Die Nahrl&sung
kann durch Zugabe von Substanzen, die in besonderem MaBe die

a

NZAS-0225942



rK! Skr/. .
JYU/SEE/ZUUG 1203 EKIL PULIEK ULAKASUN & FAR NO. J[ 1D Y297Vl

0115 9552201, AR

SPISEE:

WO 98/3179% , PCTIEDS .

-1 ~

Bildung der phospholipase erhéhen, erganzt werden. Phospho-
lipide aus Soja enthalten solche Substanzen. doch kommen sie
auch in andexen stoffklassen, wie z.B. den Polyoxyethylen-
ethern VoOIr. Nach Beimpfen der gterilisierten Nahrlbébsung mit )
Konidien oder vegetarivem Mycel derx Transformante wachst
diese unter pelfftung bei Temperaturen zwischen 20° und 60°C,
vorzugsweise swischen 25° und 45°C, und produziert die exfin-
dungsgemase phospholipase. wahrend der Kultivierung wird gder
pH-Wert dex Kultur durch Saure- oder Laugezugabe kxorrigiert,
so daB er im sauren bis schwach alkalischen Bereich, vorzugs-
weise zwischen pH 3 und 8, gehalten wird. Nach 48 bis 120
stunden Kulturdauex xann man die phospholipase gewinnen, in-

. dem man die wnldslichen Nihrldsungsreste und die Biomasse ab-
cxennt, was ublicherweise durch Filtxation geschieht, \,u'xd das
pilrrat mit oblichen Methoden, wie Zz.B. durch Ultrafiltra-
tion, konzentriert. pas Konzentrat (Retentat) kann zur En.t—
schleimung von pflanzendlen oder zur Behandlung. von Phospho-
lipiden eingesetzt werden. Ferner kann die Phospbolipase
auch zur Verbesserund derxr rheologischen Eigenschaften von Le-

pensmitteln verwendet wexden.

pie folgenden Mikxoorgapismen warden bei der Deutschen Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM) ', Mascheroder
Weg 1B, 38124 praunschweig, pDeutschland, gemd$ den Best immun-
gen des pudapester Vertrages hinterlegt:

A. oryzae RH 3745: Hinterlegungsnummer DSM 11283

(Kint:erlegungsdat‘um: 11.11.1996)
A. ellipticus RH 1p86: Hinterlegungsnummex DSM 11284

(Rinr.exlegungsdatum: 11.11.1996)
A. foetidus RA 3046: Hinterlegungsnummex DSM 10652

(Hinterlegungsdatum: 24.04.1996)
E. coli DH5a pKC3: Hint erlegungsnummexr DSM 106S3

(Hintexlegungsdatum: 24.04.1996)
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E. coli DRSa pKC9: Hinterlegungsnummer DSM 10654
(Hinterlegungsdatum: 24.04.1996)

E. coli DHSa pKC12: Hinterlegungsnummer DSM 10655
(Hinterlegungsdatum: 24.04.1996)

E. coli pKCN2: Hinterlegungsnummer: DSM 11352
(Hinterlegungsdatum: 23.12.1996)

A. niger RH 3509: Hinterlegungsnummer DSM 11353
(Hintexlegquigsdatum: 23.12.1996)

Die Exrfindung wird anhand der nachstehenden Beispiele .und
Piguren naher erlautert.

Die Figur 1 2zeigt die Prozessiexung des Lysophosphollpasegens
aus Aspergillus und den Erhalt der Phospholipase.

Die Figur 2 zeigt die Konstruktion des Plasmids PKCN2.

T Beispiele
Beigpiel 1
mmﬁmmw
s' spho ase-G a8 ’1

Die chromosomale DNA von A. niger'NRRLB wurde nach einer Vor-
schrift von Hynes, M.J. et al. (1983), Mol. Cell. Biol. 3,
1430~1439, isoliert.

Die erhaltene hochmolekulare DNA wurde mit Sau3AIl partijell
hydrolysiert und durch Saccharose‘DichCegradientenzentr:lfuga-
tion nach ihrer Grdfe fraktioniert. DNA-Molekile der Crofe

von 9 bis 20 kb wurden in BamBI/EcoRI-hydrolysierte EMBL3 -DNA
insertiert und in-~vitro vexpackc.
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Zur jdentifizierung des chromosomal en Lysophospholipase-Gens
in einer Lambda EMBL3 -Genbank wurde das HindiI1/Sall-cDNA
Fragment aus dem Plasmid pKC1/36 als Hybridiéierungssonae
verwendet .” Das Plasmid pKC1/36 enthielt die aus A. foetidus
RE 3046 isolierte Lysophospbolipase-cm.

i : Nach dexr Bybridisierung und mehrfacher vereinzelung lieflen
sich zwei poeitive Klone identif.iéieren. Die Phagen-DNA von -
Klon Nr. 1 wurde prapariert und nit BamHI bydrolysiert. Sie
wvies nach der'Southem-Hybridisierung ein positives Signal
bei ca. 9 kb auf. Das BamH1-Pragment wurde in puUCl8 kXlo-
niext, und das resultierende plasmid, welches das vollstan-
dige chromosowale Ly50phospholipase-Gen enthielt, wurde als

d ) pKCN bezeichnet.

- M

In das Plasmid pKCN2 wurde das Lysopbospholipase—cen untexr
xontrolle des A. oryzae alpha-Amylasc-Promot:ors und des A.
pidulans trpC-Terminators gesetzt.

Die Isolierung des LysoPhospholipase—Gens aus dem Plasmid

pKCN erfolgte mit HEilfe der pCcrR-Methode. Es wurden zwel Oli-
gonukleotid—?rimer mit den folgenden Sequenzen verwendet:

KC29:

5¢-GGA ATT CpC CTG CTA_RCC ATG TTC TCT GGA CGG TTT GGA GTG-3°'
Bspil Met
(SEQ ID No. 3)
KC43:
5+ -CG_GGAICC ARG CTA TAG CAG ACA CTC TGA AAT TG-3'
Bari1 AMB

{SEQ ID No. 4)
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Fir die Polymerase-Ketten-Reaktion wurden in einem Reaktions—;
volumen von 0,1 ml 20 mM Trie-HCl, pH 8,4, 50 mM KCl, 1,5 mM
MgCl;. 0,2 mM dNTP (je 0,2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) je

50 mol KC23 und KC43, 1 ng pKCN als Matrize und 2,5 y Tag-
Polymerase vermischt. Der Ansatz wurde f£fir 20 2yklen (s4°cC, .
40 sek; 40°C, 1 win; 72°C, 1 min) durchgefihrt. WNach Beendi -
gung der Reaktion wurde das amplifizierte Fragment gereinigt,
mit BspMI und BamHI bhydrolysiert und in das mit Ncol/Bamfx
gespaltene Plasmid pKE2 insertiert.’ Das Plasmig PKE2 enthalt
den A. -oryzae alpha-Amylase-Promotox und den .A. nidulas . trpe-
Terminator.

Die Konstruktion des Plasmids PKCN2 wurde durch eine Restrik-
tionsanalyse und die anschliefende Sequenziexung bestitigt.

Von einex ca. zwel Wochen alten Petrischalenkultur des zﬁ
transformierenden Pilzstammes wurde eine Sporensuspension in
ca. 10 ml 0,85 % NaCl duxrch Absachwemmen unter Zuhil fenahme
eines Spatels hergestellt. Bs wurden je vier 1 l-Schittel-
kolben mit 100 ml Czapek-Dox-Minimalmedium {Oxoid) mit 0,2 &
Hefeextrakt mit je 1 ml Sporeneusfrem:{On beimpft und ca. 1¢
Stunden bei 28°C auf einem Rundschittler bei 120 Undrehungen
pro Minute inkubiert. Das Mycel aus je vier Schiictelkolben
wurde Uber einem Papierfilter geerntet und mit ca. 50 ml Mp-
Puffer (1.2 M MgSO4 in 10 mM Phosphatpuffer, pH s,8) gespiilt,
Nach dem Ablaufen des Puffers wurde das feuchte Mycel gewo-
gen. In der Regel wurden ca. 3°bis 5 g Peuchtmycel erhalten.

Pro g Feuchtmycel wurden S ml MP-Puffer, 120 Bl Novozym-Ls-
sung (1g Novozym® 234 (Novo Nordisk) in 6 ml MP-Puffer) und

I NZAS-0225946
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25 ul g-Glucuronidase (sigma) zugegeben. Die Mycel-Suspen-
sion wurde 5 min in Eiswasser gestellt. anschlieRend wuxden
60 pl Rindersermnalbumin»Lbsung (0,2 g Rinderserumalbumin in
¢ ml Mp-Puffer. sterilfiltriert) zugegeben, und dex Ansatz
wurde unter leichtem schitteln bei 20°C inkubiert. Die Bil-
dung von protoplasten wurde vipuell im Mikroskop verfolgt.
Wenn keine wesentliche Zunahme der Protoplastenbildung mehr
festzustellen wax, wurde der Ansatz zur Ernte der Protopla-
sten abgebrochen. Dies war in der Regel nach etwa 3 bis S
stunden der Fall. " -~ - .

Die Prbtoplastensuspension wurde zur Abtrennung noch voxrhan-
dener grober Mycelbestandteile tber ein mit MP-Puffer ge-
tranktes Glaswollefilter gegeben und in Zentrifugenréhr-chen
aberfahxt. Die obere Hilfte der ROhrchen wuxde mit 600 mM

sorbit, 100 ™ Txis/BC1, PH 7.0 aberschichtet. Die Rdhrchen

wurden 10 min bei 2500 g zentrifugiert. Die Protoplasten
wurden aus der 2wischenschicht abgenommen und in 1 M Sorbit,
10 mM Tris/HCl, pH 7.5 aufgenommen. Anschliefend wurden die
Protoplasten gzweimal mit sTCc-Puffer (1 M Sorbit, 10 mM
rris/HCL, PH 7,5, 10 mM CcaClp) durch Zentrifugation bei

1500 g gewaschen und zuletzt in 1 ml sTC-Puffer aufgenommen.

zur Transformarion vonr A. oryzae wurden 300 pl Protoplasten-
guspension ca. 10 pg P3SR2 als selektionsplasmid und 10 pg

FAR No ULlY 99527201 4

des jeweiligen Plasmids zur E:xpres-sion der LPL in 25 pl 10 mM

Tris/HC1 PH 8,0 susammengegeben wund 10 min bei 0°C inkubiere.
Anschliefend warden nochmals 25 pl des gleichen Plasmidgemi-
sches und 400 pl PEG-Losung (60% Polyethylenglykol 6000
{Pluka) in 10 ™M Tris/mcl, p¥ 7.5, 50 mM CaClpy) zusammengege-
pen, sehr vorsichtig vermischt und. S min bei Raumtemperatur
jnkubiert. Es wurden nochmals E00 pl PEG-Losung zugegeben,
vexmischt und der Ansatz fur weitere 20 min pbei Raumcempera-
tur inkubiert. pexr Ansatz wurde mit ca. 9 ml Acetamid-Weich-
agay (Minimalmedium mit 10 mM Acetamid als einziger N-Quelle,

NZAS-0225947
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1 M saccharose, 0,6 Gew.-% Agar) bei 45°C gemischt und auf
vier Petrischalen mit dem gleichen Medium, jedoch mit 2,5
Gew.-% Agar (Oxoid) und zusatzlich 15 mM CsCl, verteilt, Die
Platten wurden bei 28°C inkubiert. Nach 6 bis 10 Tagen wur-
den schnell wachsende Kolonien (Transformanten) auf Acetamid.
Medium ohne Saccharose uberimpft, zweimal iber Einzelsporko-
lonien gexreinigt und zuletzt auf Vollmedium, z.B. Rartoffel-
Dextrose-Agaxr, Qbertragen.

Die Transformation von St&mmen der Arten A. -niger, A. al'va-
mori, A. japonicus oder A. foetidus kann ebenfalls mit dem
Plasmid p3SR2 exfolgen. Bevorzugt wurde die Transformation
jedoch mit dem Plasmid pAN7-1 ausgef@hrt. Die Protoplasten-
préparation und die Zugabe von Plasmid-DNa erfolgt dabei in
analoger Weise, wie oben fiur das Plasmid P3SR2 beschrieben.
Statt der Zugabe von Acetamid-Weichagar wird jedoch der ge-
samte Transformationsansatz zu 100 ml Czapek-Dox-Minimalme-
dium (Oxoid) wmit 100 pg Hygromycin B/ml, 1,5 Gew.-% Agar
(Ox0id) und 1 M Saccharose, abgekdhlt auf ca. 45°C gegeben
und vorsichtig vermengt. Der Ansatz wird dann in Portionen
zu je 10 ml in Petrischalen gegeben, in denen Jeweils 10 ml
Czapek-Dox-Minimalmedium (Ox0id) mit 1,5 Gew.-% Agar (Oxoid)
jedoch ohme Hygromycin und ohne Saccharcse als faste Unter-
schicht vorgelegt war. Nach dem Erstarren der obexren Agar-~
achicht wexrden die Petrischalen bei 30 bis 37°C inkubiert.
Gegen Hygromycin B resistente 'rran-sfoxmancen kénnen nach ca.
3 bis 10 Tagen abgeimpft werden und zur Oberpriifung der Resj-
stepz auf Czapek-Dox-Minimalwedium (Oxoid) mit S0 K9 Hygromy-
cin B/ml und 1,5 Gew.-% Agar (Oxocid) dbertragen _werden.

’

Pdr die Transformation von A. sojae oder A. phoenicis wird
ein drittes Selektionsprinzip geénutzt, da die verwendetan
Stamme dieser Art sowohl Acetamid verwerten wie auch gegen
Hygromycin B resistent sind. Durch Selektion auf chlorathal-
tigem Nihrboden werden Mutanten isoliert, deren Nitratreduk-

| 44 FREBASREG.

|
NZAS-0225948




1 FRI/10/5ER/Z004 14- 30 EKL

rase-Gen (niabd)
als alleinigex [
geredity 36, 191

wachsen, wahrend
guxiickble iben.

pSTALD (Unkles s.E. et al.
j04) ., auf dem sich die intakte I

duktase-Gen pefindet, wird der pefekt ausgeglichen, so daf®

stenz oder dexr Ace

L FULILE vLARROUIY

0

- 13

defekt ist, die
r.ickstoffquellc

FAA BV, UL 1Y JadLLvs

PCT/EP98/00081

also nicht mehr mit Nitrat'
wachsen (Cove, D.J. (1976)

-203). Durch Transformation mit dem Plasmid

die Tranaformanten mit Nictrat al

(1989) Mol .Gen.Genet - 218, 99-

nformation far das Nitratre-

s alleipigexr stickstoffquelle

" gie nicht transformierten 7ellen im Wachstum

piese Methodik Zuf selektion ist
fax andere ASpergillus-Arten gee
niaD-Mutanten bedeutet allexding

beitsauiwh.nd gegendbexr
tamidverwertung-

auBer fdr A. sojae genauso
ignet; die Herstellung dex
s einen zusatzlichen Ar-

der Verwendung dex Hygroinycin B-Resi-

protoplasten diesexr Aspergillus-Arr.en wuxden mit der in Bei-

api

dung des plasmids

el 1 beschriebenen Methodik hergestellt und unter Verwen-
phN7-1 upd jeweils eipem der Plasmide PpKC3,

pKC9. pkC12 oder prCN2 cor.ransfpmier:. zur Regeneration der

protoplasten wird der Transforma

rionsansatz wie oben be-~

schrieben aunf Hygxomyein plattiext, die Transformanten wexrden

von den Regenera

Sch\'xctelverauchen untex VvVerwe

t ionsplatten isoliext. gereinigt und in

ndung der folgenden Nahrldsung

NZAS-0225949




= snn B, VIl YVuJdeevs

FRIZLO/S5EP/Z0U8 VL 31 EKIL TULICR ULARDOUY
I PR 0115 9552201

2] 1.

WO 9831750 PCT/EP98AIDO8]
‘ - 14 - .

Maltodaxtxin 3,75 %
Maisquellpulver 3,0 %
{G{2P04 1,0 3
'I‘ritop X-100 0,10 %
in Leitungswasser, 30 min bei 121°C sterilisiert,

auf Produktion von PL geprxuft. Dazu wird die Biomasse dexr

Schittelkulturen abfiltriert und die Phospholipase-Aktivitat
(PLU) im Xulturfiltrat gemessen. Transformanten zeichnen
sich durch gegeniber dem Wirtsstamm deutlich exhohte Phospho-
lipase-Aktivitat aus.

)

en_ v o. A,

Die Protoplastierung und Transform&cion wird auch mit diesen
Arten wie im Beispiel 2 beschrieben durchgefihrt. Die Proto-
plasten werden unter Verwendung des Plasmids paséz und je-
weils einem dex Plasmide pKC3, pKC9, pKCl2 oder PKCN2 co-
transformiert. Zur Redeneration der Protoplasten wird der
Transformationsansatz wie oben beschrieben auf N&hrboden wmit
Acetamid als alleiniger Stickstoffquelle plattiert, die
Transformanten werden von den Regenerationsplatten isoliert,
gereinigt und in Schittelversuchen unter Verwendung der fol-
genden N3hrldsung

Maltodextxin 3,75 %
Maisquellpulver 3,0 %
(NH4) 2HPO4 0,5 %
Triton X-100 0,10 %

in Leitungswasser, 30 min bei 121°C stexilisiert,

auf Produkrion von PL gepraft.

NZAS-0225950
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o

pie Stamme- A. gojae RH 3782 niap22 und A. phoenicis RH 3828
pniaD, beides pach Cove {1976) hergestellte Mutanten von A.
sojae Rd 3782 und A. phoenicis RH 3@28, werden in der nach-
folgenden Nahrlésung aus '

Glucose {MERCK) 2 %
__ Malzextxakt (0X01ID} 0,5 %
Bacto-Pepton {DIFCO) 0,025 %

deionisiertes Wasser
pH-Wert auf 5,0 einstellen; gterilisation: 30 min bei

121°C

3 angezogen. Aus dem Mycel werden nach dexr ip Beispiel 1 be-
schriebenen methodik protoplasten gewonnen und diese mit
pSTA10 2als Selektionsplasmid und jeweils einem dex Plasmide
pKC3, PpKC3 oder pKC12 eotransformiert. zZur Regeneration dex
protoplasten wird der Transformationsansatz mit 9 ml Weich-

agar {osmotisch stabilisierend) bestehend aus

‘ 0,1 M Na—Phosphat—Puffer pH 6,0 1s ml

1 M Saccharose (MERCK) 10,28 g
Millipore-Wasser auf 29,1 ml
Agax (OX01D) i 0,18 g (= 0.6 %)
30 min sterilisation bei 121°C, anschlieBend sterile
Zugabe von: »
salzlosung (7.14.2) ) 0,6 ml

§ 1 M NaNO3-Losung 0,3 ml

gemischt und auf vier Agarplatten dex gleichen Zusammenset-

T zung, jedoch mit 1 % Agar pnergestellt, verteilt. Nach etwa 6
bis 20 Tagen Inkubation bei 37°C wexden die Transformanten
von den Agarplatten jsoliext, auf Nitrat—Saccharose-Agar

NZAS-0225951
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durch Ausstrich gereinigt, Es wurde eine Vielzahl Transfor-
manten durch Selektion undg anschliefender Relnigung aut einem
Néhrboden mit Nitrat als einziger N-Quelle erhalten und in
Schiittelkolben unter Verwendung dexr folgenden Nahrlésung

Maltodextxin 3,75 %
Maisquellpulver 3,0 3
l KH, PO, 1,0 %
KoHPO,4 0,7 %
Triton X-100 1,0 %

i in Leitungswasser, 30 min bei 121°C sterilisiert,

auf Produktion von PL geprift.

Neben Transformanten, die keine oder nur geringe Mengen von
PL produzieren, sowie die nicht transformierten wirtsatamme,
werden auch solche Transformanten gefunden, die deutlich er-
héhte PL-Aktivitdt im RKulturfiltrat aufweisen. Diese als
Cotransformanten bezeichneten Stimme eignen sich zur Her-

. stellung des Enzyms. In der Tabelle 2 sind typische Brgeb-
nisse der PL-Bildung durch Transformanten und durch die nichc
transformierten Wirte gegenibergestellt.

o
Y

.
A

NZAS-0225952
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Tabelle 2: vergleich der PL-Bildung von wirtsscammen und

. Transformanten.
gtamm bzw. .pransformante relative PL-Aktivitat
A. oryzae RH 3745 100
A. oxyzae RH 3745 p3SR2 PKCS 3000-4000
i A. oryzae RH 4745 p3SR2 pKCN2 2000-2500
I .A. sojae RH 3782 niaD22 100- ’
A. sojae RH 3782 niaD22 pSTA10 pKCO 500-700
A. foetidus Wil 3046 100
A. foeticis RH 3046 pAN7-1 PKCY 1000-1500
- A. p.boenic.is RN 3828 niaD 100
A. phoenicis R 2828 niaD pSTA10 PKCI 400-600
A. ellipticus 100
A. ellipticus pANT7-1 PpKC12 800-900
1 - a. heteromorphus niaD 100
A. heteromoxphus niaD pSTA10 PKC3 900-1000
A. carbonarius a00
A. carbonarius pAN7-1 PKCI ’ 400-600
A. aculeatus 100
A. aculeatus p3BR2 pKCS 900-1200
A. niger 100
A. n:{ger_pAN7»1 pKC12 ’ 700-1000
: A. awamori i00
A. awamori pR¥7-1 pKC12 600-800

- R
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Beispie] 4

iniqung der PL aus a. fosrs

2080 ml Kulturxetentat von A. foetidus RH 3788 wurden, um dje
elektrische Leitfahigkeit herabzusetzen, mit 3520 ml de‘stil-
liertem Wasser verdinnt und mit 160 ml 2 M NaOH auf pH 7,0

i eingestellt. Die Prxobe hatte ein Volumen von 5760 ml und

P eine LeitfAhigkeit von 7,8 mS/cm.

In einem weiteren Schritt wurde eine Ionenaustau'BChChromato_
graphie an DEAE-Fractogel (MERCK) voxgenommen. Dazu wurden
5760 ml dér Bnzymlosung in vier Ansitzen (i 1440 ml) auf eine
| DEAE-Fractogel -Saule (Hohe 278 mm, Durchmessexr 100 ﬁn) aufge-
' tragen. Die Sadule wurde mit Puffer A (20 mm Phosphatpuffer
i aus na,m:’o,/lo-l.,Po,, PH 7,0 + 15 mM NaCl) gespidlt. bpie Elution

erfolgte in einem kontinuierlichen Gradienten von Puffer A zy
Putfer B (Puffer A + 1 M Nacl). Es wurde bei einer Elutions-
geschwindigkeit von 70 ml/min eluiert und Fraktionen zu je
350 ml aufgefangen.

Die Fraktionen wurden auf Anwesenbeit der pL getestet. Dieg
geschah durch Messung der PL-Aktivitit. Eine PL-Einheit jisg
] danach definiert ‘als Qie Enzymmenge, die in einer wafrigen

. L&sung von Lecithin bei pHu 3,5 und 40°C eine Hydrolyseqge-
schwindigkeit von 1 uM/min bewirkt.

Die Messung der PL-Aktivitat wurde wie folgt ausgefihre ;
Substrar: 1 g Epikuron 200 (Phosphatidylcholin von Fa. Lucag -

Meyer) + 100 g destilliertes Wasser + S ml 0,32 M CaCl,-L8-
sung wuxden mit dem Ultra Turrax homogenisiert .

NZAS-0225954
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A 10 ml Substrat wurden mit 10 ml 1 figer Triton X-100
apalyass uka) und 5 ml 0,0033 M 2icronensiure-Monohy -
1'65“3? o Flset;t und 10 min bei 40°C temperiert; der pH
dratlosur.lg v;a:-lf e 3.5 eln. 0.1 ml Enzymlosung rden
stellt sich a da's omisch wuxde: 10 min bei 40°C inkubiert.
P - tration im Analysenansatz sollte nicht tber
pie BayTEoe Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde mit

2.8 v/ 1 egen 10,0 zuruckritriert, wobei die ersten S5 ml
0,01 M XO¥ i rd’n und dann die Titriergeschwindigkeit
zﬁgi? gz:z‘:gzz:eww:ein Ubertitrieren zu verwmeiden.

verrin de,

Nr den Bllndwe:r.t Bw> wux i f a. 955°C

( (o] L
erhit:zc und inaktiviert. Nach dem Abkuhlen verc'.lunnr.e man es
Wie ux -

Haurpwert.

perechnund:. ‘ 01 M * 1000
- BW 1) * Q.

H 3,56 - HE _{(ml) - BW (ml)

- PO/g. ¥ 10 min * 0,1 ml = Enzymkonz. g/ml

ird die
de Patentanmeldung 195 27 274.9 vom 26.07.1595 : :: »
N i . 1 Leci-
in holipase in Lecithase-Units. 1U/g angege?ben‘c Lo
pPhosp! uUpit ist dabei jene Enzymmenge, da.e.bex 40 1'13/ e
. i :n eiper Minute 1 uM Fettsaure freisetzt. g,
Ejigelb 1D
entsprechen 108 pLU/g, PH 3.5

i . on der PL setzte bei ca. 0,11 M NaCl ein. Die PL-
D o aktionen aus vier Laufen wurden vereinigt .
makeigen 4 iiber einen CH2A-Konzentxatox der»?a. Amicon,
;Zii(;wn—n:ib:i patrone MG1b.ooo auf ein Volumep von %i::u:iat_

piese Probe wurde mit 782 ml 3 M Ammoni _
eingeen?::x;er Rohxen versetzt (Pxobe enthalt jerzt 0,7 M Ammo
1osung

niuesvlfat) -
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Im nachsten Schritt wurden 3352 ml der Probe auf eine Phenyl;.
Sepharose 6§ Fast Plow, Low Substitution-83ule (Pharmacia,
HOhe 215 mm, Durchmesser 100 mm) aufgetragen. Die Saule wux-
de mit Puffer C (20 mM Phosphatpuffer, pH 7,0 4 0,5 M Ammo-
niumsulfat) nachgewaschen und mit einem kontinuierlichen fa]-
lenden Gradienten von Puffer C nach Puffer D (20 mM Phoaphat-
puffer, pH 7,0) eluiert. Die PL-haltigen Praktionen wurden
vereint (790 ml) und mit dem Konzentrator (siehe oben) ein-
geengt und gegen Puffer D dialysiert; es wurden 150 ml ‘Probe
erhalten.

In einem weiteren Schritt wurden je 30 ml dex Probe in 5 An-~
satzen auf eine Mono Q- (Pharmacia, 6,3 ml) -Anionenaustausch-
Chromatographie-S&ule aufgetragen. Die Saule wurde mit pPuf-
fer D gespilt, und die Blution erfolgte in einem kontinuiex-
’ . lichen Gradienten von Puffer D zu Puffer B und setzte dabei
l fdr die PL bei ca. 200 mM NaCl ein.

Die PL-haltigen Fraktionen wurden vereint und iber PD-10-8a3u-
len (Pharmacia) gegen Puffer E (20 mM Phosphatpuffer, pu 7,1)
dialysiert. Die Prxobe hatte ein Volumen von 24 ml.

pdrxeinigung dexr PL _tiber Mono P 2 ~ 15
Die 24 ml (siehe oben) wuxden auf die MONO P-Saule (HAhe
200 mm, Duxchmesser 5 mm) aufgetragen. Die Saule wurde mit
Puffer B nachgewaschen. Die Probe’wurde mit Puffer F (Poly-
buffer 74 von Pharmacia 1:10 mit destilliertem Waseer ver-
didnnt und auf pH 4,0 mit 1 M HCl eingestellt) eluiert. Die
PL eluierte, nachdem das 13fache Siulenvolumen an Puffer p
die Saule passiert hatte.

Das gereinigte Protein zeigt in der SDS-Gelelektrophorese
eine einheitliche Bande mit einem Molekulargewicht von ca.
31000 Dalton. Der isoelektrische Punkt liegt bei ca. pH ¢, 3.
Das auf diese Weise gereinigte Protein wurde Zur Sequenzie-

]
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rung verwendel. Die so isolierte phospholipase wurde zur Ge-
winnupg von Antikdxpern in Kapinchen verwendet . Die Iragnuni -
sierung wurde mit dem bei Harlowe und Lape (Lit: Bd Harlowe
und David Lane, Antibodies, Cold Spring Harbor LaboratoXy.
1988) peschriebenen scandardverfahxen durchgefihrt. Das ex-
haltepe ant isexum konnte direkt £ur Westexrn blots (\nie eben-
falls bei Harlove und Lane peschrieben) eingesetzt werden, wo
es spezifisch die Phospholipasebande markierte.

Beispiel 5
mﬂmﬂmng—mm

200 g pagentschleimtes Sojadl mit einem Rest-Phosphatgehalt
von 160 ppm wird in einem Rundkolben auf 40°C exrwarmt. Dazu
gibt man 10 g Wassex, in dem 20 mg Zitronensiure und 100
Urﬂ.ts phospholipase enthalten gind. Das Epzym erammt aus der
Fermentation einer Aspergillus niger—Transromante, die das
Phospholipase—XDnsc;:ukt enthalt. Die Aktivitétsbestimmung
erfolgt bei pH 3.5- pazu werden 10 ml 1 %iges Phosphatidyl -
cholin (Bpikuron 200 von Lucas Meyex), das 0,5 mL 0,32 M

caCl, enthalt, mit 10 m Triton X-100 Ldsung und 5 wl - -
p,0033 M Zitronensaure-Monohydrat versetzt und 10 Minuten bei
a0°C temperiert. 0,1 ml entsprechand verdinnter Enzyml ésung ’
wexden zugegeben und 10 Minuten pei 40°C jnkubierxt. Mit

0,01 M KOH-Ldsung wird auf pH 10 titriert. Dex plindwert

{(bei 95°C for 15 Minuten erhitzte Enzymldsung im Ansatz) wird
abgezogen and die Berechnung gemdB peispiel 3 vorgenommen.

per Inhalt des Rundkolbens wird mittels einer externen Krei- "
selpumpe intessiv dispergiert. Dabel wird.der Inhalt des '
Kolbens etwa einmal PTroO Minute duxchgesetzt . pie Wasserphase

liegt dabei in einer Teilchengrofe von unter 1 p. In 2eitab-
sranden VoD swei Stunden werden Proben genommen und auf Phos-
phorgehalt untersucht. Dabei ergaben sich folgende Werte:

e

NZAS-0225957



FRI/10/5EP/2004 12:38 EKIC PUFTEK ULAKKSUN  ®  FAR NO.U31D 322£¢Us 1.ud

0115 9552201 _ '
WO 9331790 . PCT/EP95/7008]
- 22 -
Zeit in Stunden 1] 2 4 6 8
Phosphorgehalt in ppm 160 24 12 7

Versuche, bei denen wie beschrieben verfahren wurde, aber an-
stelle des Enzympréparats eine entsprechende Menge Molkenpro-
tein, also m.chtenzymatlschea Protein oder Lysophosphollpase
des Handels (G-Zyme von Enzyme Biosystems, JSA, 1000 Lyso-
phospholipase Units pro 200 ml Sojadl) zugesetzt wurden,
konnte dex Phosphorgehalt nicht untex 80 ppm gesenkt werden.

Baispiel 6
Verbe t

Der folgende Backversuch wurde mit der erfindungsgemafen
Phospholipase durchgefihrt. Aus 100 Gew. Tln. Mehl, 2 Gew.
Tin. Salz, 3 Gew. Tln. Backhefe, 58 bis 60 Gew. Tln. Wasser
und 40 bis 50 ppm Ascorbinsiure (bezogen auf das Teiggewicht)
wurde in einem Spiralkneter (Fabrikat Kemper) 2 min auf
niedriger Stufe 1 und 6 min auf héherer Stufe 2 ein Teig

‘bereitet. Dem Wasser wurden vor Beginn des Knetvorgangs. die

Enzyme und andexen 2Zusitze zugegeben. Die Teigtemperatur be-
trug 23° bis 25°C. Nach eciner Teigrube von 20 min wurde der
Teig zuxr Hexstellung voa freigeschobenem Weifbrot in 350 g-
Stucke geteilt, gefoxmt, 70 min bzw. 90 min bei 32°C und 80 %
relativer Luftfeuchte gegart und 32 win bei 230°C gebacken.
In der Tabelle 3 ist das Brotvolumen bei verschiedenen Enzym-
zupdtzen angegeben. Die Backergebnisse zeigen, daf durch
Zusatz von Phospholipase das Backvolumen und die Krumstruktuy
verbessert werden. Die stabilisierende Wirkung auf den Teig
zeigt sich in den guten Backergebnissen bei verl&ngerter
CGarzeit (50 win). ..
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susatze/ packvolumen % 90 min Gare % Poren-
100 kg Mehl 20 min 3axe struktur
e

obne Zusatz 1000 ccm | 300 1050 ccm | 100 |ungleich-
matig

_'_,__,_,__._-—-—-’__r.._..-———-

pilzamylase 1050 ccm 105 1130 ccem’ 107 }ungleich-

10000 SKB ' : maRig

pilzamylase

10000 SKB, '

+ 1100 cem 110 1225 ccm 117 |ungleich-

phospholipase mARig

2500 PLU .

L —

pilzamylase 1225 ccm 122 1275 cem .| 121 ungleich-

50000 SKB maRig

“”—-’-_’-M

pilzamylase

50000 SKB

+ . . - | . 1275 ccm 128 1365 ccm 130 }(gleich-

Phospholipase @aRig -.

12500 PLU .

?ilz—Xylanase 1325 ccm 133 137% cem 131 |gleich-

12000 maRig

T

Pnz-xylanaze

1200 UXYL .

+ 1375 ccm 138 1475 ccm 140 lgleich-

Phospholipase | maBig

|12500 PLU | i

DT . . ) T

$EL
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: ROERM GMBH
(B) STRASSE: Kirschenallee
_ {C) ORT: Darmstadt
. (E) LAND: Deutschland
! (F) POSTLEITZAHL: 64293

(A) NAME: LOEFFLER, Frlidolin

(B) STRASSE: Karl-Henkolmann-Weg 4
{C) ORT: Bensheim :

(E) LARD: Deutschland

(F) POSTLEITZAHL: 64625

(A) NAME: JUNGSCHAFFER, Gerald

{B) STRASSE: Hasehnleiner Strasse 1A
{C) DRT: Alsbach-Haehnlein

(E) LAND: Deutschland

(F) POSTLEITZAHL: 64665

(A) NAME: KHANH, Quoc Nguyen

4 (B) STRASSE: Am Tannenberqg 9
(C) ORT: Reichelsheim

(E) LAND: Deutschland

(F) POSTLEITZAHL: 64385

(A) NAME: SCHUSTER, Erwin

(B) STRASSE: Darmstaedter Str. 237
(C) ORT: Bensheim~Auerbach . -
(E) LAND: Deutschland

(F) POSTLEITZAHL: 64625

(A) NMAME: SPROESSLER, Bruno
(B) STRASSE: Auf der Schmelz 93 =
{C) ORT: Rossdort - .
¢ (E) LAND: Deuvtschland

(F) POSTLEITZAHL: 64380

(A) NAME: WOLF, Sabine

(B) STRASSE: Otzbergstrasse 44
{C) ORT: Otzbexg

(E) LAND: Deutschland

(F) POSTLEITZAHL: 64853

o

Re N Hrna
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WO 5831790

(ii) BEZEICHNUNG DER ERF INDUKG:

EKIC PUITEK CLAKKSUN

- 25 -

(111) ANZAHL DER SEQUENZEN: 4

(4v) COMPUTER-LESBARE FASSUNG:

(A)
B
(C)
(D)

(2)

ANGABEN ZU sEQ ID WNO:

DA
COMPVUTER:
BETRIEBSSYSI'EM :
SOFTWARE: potentin

iGER: Floppy disk

IsM PC compatible
pPC~DOS/MS-DOS

Release #1.0, Vers

1

(L SEQUEN§KEﬂNZEICﬁE.N z
LANGE

(R)
{8)
(C)
(D)

1368 Basenpaare
ART: Nucloor.id' T
STRANGFORM: poppelstrangd
TOPOLOGIE: linear

(i1) ART DES poLEXULS: Genom-DNA

(111) BYROTHETISCH: NEIN
(i) ANTISENSE: NEIN
(ix) MERKHAL: N
{») NMEISCHLUSSEL: intron
(8) LAGE:222..273
(ix) MERKMAL:
(R) NAME/SCHLUSSEL: intron
(8) LAGE:442..486
(%) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: intron
18) LAGE:824..874
(1x) MERKMR

{A)
{B)

L:
NAME/scuLﬁsszL: cps

LAGE:joLn(lQO..ZZL 276..4941, 487..823, 875

FAX No. U115 9552201

PCT/EP98/00081

..1180)

Protein mit Phospholipaseaktivitaet

jon #1.30 (EPA)
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WO 98/31790
PCT/EP93/00081

- 26 =
(1x) MERKMAL: X
(A) NAME/SCHLUSSEL: mat_peptide
(B) LAGE:221..1180

(1x) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: sig peptide
{B) LAGE:140..220

(x1) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

ATGGGGAATT GGGGTGGGTA ATATGATACA GGTATAAAAG GGGGCTCGGA GETGCAGTTG 60
GATAGAAGCA TTGTGIGTGC ATTGCAGCAG TCCGTTGGTC TCACGTCTCT GGTTGCCTCG 120

Ser Thr Ile Lys Asn Trp !;3 Ala Asp Leu Asp Phe Ile Leu Gln Asp
83 9s

ATTGTATATA TACTGCAGG ATG TTC TCT GGA CGG TTT GGA GTG CTT TTG ACa
Met Phe ser Gly Arg Phe Gly Vval Leu Leu Thr 172
-27 -25 -20
GCG CTT GCT GCG CTGC TGT CCT GCG GCA CCG ACA CCA CTT GAT GTG
Ala Lau Ala Ala Leu Cys Aia Ala Ala Pro Thr Pro Leu Asp Vval fﬁg A 221
_15 -10 -5 b
GTAGGTGTGC CTGATTTGAA GTGGCTGGAT AGCACTGATG AAGGTTTTGA ATAC GT 277
’ Ser
1
GTC TG ACT TCC ACG TTG GAT GAG CTG CAA TTG TTC TCG CAA TGG TCT azs
Val Ser Thr Se; Thr Leu Asp Glu Leu Gln Leu Phe Sec Gln Trp Ser
' 10 15
" GCC GCA GCT ‘TAT TGC TCGC ARC AAT ATC GAC TCG GAC GAC TCT AAC GTG - 373 .
Rla Ala Ala Tyr Cys Ser Asn Asn Ile ASp Ser ASp ASp Ser Asn Vel -
20 25 30
ACA TGC ACG GCC GAC GCC TGT CCA TCA GIC GAG GAG GCG AGC ACC ARG
Thr czg Thr Ala Asp Ala ng Pro Ser val Glu Glu ala Sex Thr Lys -421
- . 45
ATG CTG CTG GAG TTT GAC CT GTATGITGCT CCAGTGAAAT GGATAGAACA 471
Mat Leu Leu Glu Phe Asp feu
50 ' 55
CAGCTGATTG AATAG G ACA AAT AAC TTT GGA GGC ACA GCC GGT TTC CTIG 520
Thr Asn Asn Phe Gly Gly Thr Ala Gly Phe Leu
60 65
GCC GCG GAC AAC ACC AAC AAC CGG CTC GTG GTC GCC TTC CGA GGC AGT 568
Ala Ala Asp Asn Thr Asn Lys Arg Leu Val Val Ala phe Arg Gly Ser
70 75 8o
AGC RCC ATC AAG AAC TGG ATT GCT GAT CTC GAC TTC ATC CTG CAA GAT 616

De AN AAe -
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MCGATGACCTCTGTAC‘L‘GGCTGCMGGII‘CACACTGGATTC'IGGm 664
Asn ASp AsSP Leu Cys Thr Gly Cys Ly= val His Thr Gly Phe Txp Lys
100 105 110 115
GCATGGGN\GCCGCTGCAGAC AAT CTG ACG AGC AAG ATC AAG TCC GCG 712
ala Txp Glu ala Ala Ala AsSp Asn Leu Thr Ser Lys lle Lys Ser Ala
120 125 130
ATG AGC ACG TAT TCG GGC TAT ACC CTC TAC TTC ACC GGG CAC AGC TTG 760
Met Ser Thr Tyr Ser Gly Tyx Thr Leu Tyr Phe Thr Gly His Ser Leu
135 140 143
sscceccchmctraamcuccaaces'rcrmccamrcm:cc,-r 808
Gly Gly Ala Len Ala Thr Leu Gly Ala Thr val Leu Arg Asn Asp Gly
150 155 160
TA? AGC GTT GAA CTG GTGAGTGCTT CAGAGGGTGAR TCATTAAACA GCLGGTTCTIG 863
Tyr Ser val Glu Leu :
165
ACAGTCAATA G TAC ACC TAT GGA TGT CCT CGA GIC GGA AAC TAT GCG CTG 913
Tyr Thr TYT Gly Cys Pro Arg Val Cly Asn TYT Ala Len
170 175 180
GCC GAG CAC ATC ACC RGC CAG GGA TCT GGA GeG AAC FTC CCT CIT ACA 961
Ala Glu His lle Thr ser Gln Gly Ser Gly Ala Asmn phe Pro val Thxr
185 ' " 190 195
CAC TTG AAC GAC ATC GTC CcCcC CGG GTG CCA cCcC ATG GAC TIT GGA TTIC 1009
His Leu Asn Asp 1lle val Pro Arg val Pro Pro Met ASD Phe Gly Phe
... . 1200 ) 205 ) .”_2.1.0 )
AGC CRG CCA AGT CCA GRA TAC GG ATC ACC AGT GGC ACC GGA GCC AGT 1057
ser Gln P¥O Ser Pro Glu Tyxr Prp 1le Thx Ser Gly Thr Gly Ala Sex
215 220 228
GTC hACG GCG TCG GAT ATT GAR CTC ATC GAG GGA ATC RAAT TCG ACG GCa 1105
val Thr Ala Ser Asp Ile Glv Leu Jle Glu Gly 1le Asn Ser Thr Ala
230 235 250 245
ecsurcchcecmschacss'rcmcmmmmc'r'rc-rcc'mc 1153
Gly Asn Ala Gly Glu Ala Thr Val Asp val Leu Ala His Leu Trp TYT
250 255 260
71T TIC GCA ATE TCA GAG TGT CTG CTA TAGCTTGGAC AGTCCGATGA 1200
pPhe Phe Ala 1le Ser Glu Cys Leu Leu
285 270
ARTRAGCTGCG GAGAGAMAGT GCTAAATAGTA ATTAAGTATA TATCAGGCAG AGAAGCAGTG 1260
GTGGTCAGAG ARGAAAGAGT GAGTCCCATT A;GUGCAGA TAARCCACGTG PTGGAGGCGCT 1320
GTTCCTCCAC TTGCAGTTGC GGCCATCAAT CATATTCTIC TCCTTACT . 1368

e g. {g*g*"*' %
; ¥5 ]

» NEID . el

S el W
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- 28 -
(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 2:

(1) SBQU‘B_NZKENNZEICHEI_W:
(A) LANGE: 297 Aminos3uren
(B) ART: Aminosiure
(D) TOPOLOGIE: linear

(i1i) ART DES MOLEKULS: Protein
{xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Met Phe Ser Gly Arg Phe Gly Val Leu Legy Thr Ala Leu Ala Ala Leu
-27 -25 -20 ~15

Cys Ala Ala Ala Pro Thr Pro Leu AsSp Val Arg Ser Val Ser Thr Sex
-10 -3 1 5

Thr Leu Asp Glu Leu Gln Leu Phe Ser Glp Trp Ser Ala Ala Ala Tyr .
. 10 ’ .15 20

Cys Ser Asn A6n Ile AsSp Ser Asp Asp Ser Asa val Thr Cys Thr Ala
28 : 30 35

Asp Ala Cys Pro Ser Val Glu Glu Ala Ser Thr Lys Met Leu Leu Glu
40 45 50

Phe Asp Leu Thr Asn Asn Ptsm Gly Gly Thr Ala Gly Phe Leu Ala Ala
55 o 65 -

Thr Asn Lys Azrg Leu Val Val Ala Phe Arg Gly Ser Ser Thr

AsSp Asn
75 g 80 8s

l 70

Ile Lys Asn Trp Ile Ala Asp Leu Asp Phe Ile Leu Gln Asp Asn Asp
%0 95 100

Asp Leu Cys Thr Gly Cys Lys Val His Thr Gly Phe Trp Lys Ala Trp
’ 103 110 115

Glu Ala Ala Ala Asp Asm Leu Thr Ser Lys Ile Lys Ser Ala Met Sex
120 125 130

Thr Tyr Ser Gly Tyr Thr Leu Tyr Phe Thr Gly His Ser Leu Gly Gly
135 140 185

Ala Leu Ala Thr Lew Gly Ala Thr Val Len Arg Asa Asp Gly Tyr Sexr
150 153 160 "165

Val Glu Leu Tyx Thr Tyr Gly Cys Pro Arg Val Gly Asn Tyr Als Leu
170 17S 180

Ala Glu His Ile Thr Ser Gln Gly Ser Gly Ala Asn Phe Pro Val Thr
Lo 185 190 195

i His Leu AsSn Asp Ile Val Pro Arg Val Pro Pro Mat Asp Phe Gly Phe
200 i 205 210

u
3
&
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ser Gln Pro ger pro Glu TYX Trp Ile Thr Ser Gly Thr Gly Al -
215 . 220 225 y Ala Sex

Ala Ser AsSP Ile Clo Leu 1le Glu Gly Ile Asn Sexr Thr Ala
4

val Thr
233 240 245

230

Gly Asn Ala Gly Glu Ala Thr Val Asp Val Leu Ala His Leu TID Tyxr
250 235 260

phe Phe Ald Ile Ser Glu cys Leu Leu
263 270

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:
1 SEQUENZKERNZEICHEN®
(A) LANGE: 42 Basenpaare
(B) ART: Nucleotid
{C) S{IRANG?ON: finzelstrang
(D) TOPOLOGIE: linearx
(ii) ART pES MOLEKULS: Genom-DNA
9 (iiy) HYPOTBETISCR: NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

(x1) SEQUENZBESCBREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

GEARTTCACC TGCTARCCAT GTTCTCTGGA CGGTTTCGAG TG . a2

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4:
(§9) SEQUENZKZHNZEICKEN:
(A) LANGE: 34 pasenpaare
(B) ART: Nucleotid
C) STRANGFORM: Einzelst:nng’
(D) TOPOLOGIE® linear
(11) ART DES MOLEXDLS: Genom-DNA
(114) HYPOTHETISCH? NEIN

(iv) ANTISENSE: NEIN

(xi) SEQUSNZBESCHREIBUNG - SEQ 1D NO: 4:

34

CGGGATCCAA GCTATAGCAG ACACTCTGAA ATTG

NZAS-0225965
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Patentanspriiche

1. Protein mit Phospholipaseaktivitit dadurch ge -
kennzeichnet, dap es die reife Sequenz der As-
pergillus-Lysophospholipase oder eine davon abgeleitete Se-
quenz besitzt und ‘an mindestens einer Stelle gespalten sein
kann, wobei im Falle einer Spaltung die Spaltstiicke entweder
tber mindestens eine unter reduzierenden Bedingungen spalt-
bare Bindung verkniipft gind, oder von den unverkntpften

! Spaltsticken mindestens eines Phospholipaseaktivitat besitat.

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch g e k e n 5 -
zeichnet, daB es an mindestens einer Stelle gespal-
ten ist und die Spaltsticke entweder fiber mindestens eine un-

. ter reduzierenden Bedingungen spaltbare Bindung verknipft
sind, odexr von den unverkntipften Spaltstiicken mindestens
eines Phospholipaseaktivitat besitzt.

‘3. Protein nach einem der Anspriche 1 oderx 2, dadurch
gekennzelchnet, daB die Sequenz mit Phospholi-
paseaktivitit zu der analogen Sequenz der Aspergillus-Lyso~
phospholipase zu mindestens 80% homolog ist.

4. Protein nach einem der Ansprtiche 1, 2 oder 3, dadurch
gekennzeichnet, daB es die reife Sequenz der
Aspergillus foetidus-Lysophospholipase oder eine davon abge-
leitete Sequenz besitzt und die Spaltstelle sich 2wischen po-
sition 44 und 45 dex Aminosdureseguenz befindet.

5. Protein nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch ge -~
kennzedichnet, dab es aus Aspergillus-Kulturen-
- isolierbar ist.
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6 protein nach Anspruch 5, dadurch g e kenn —
jchne?t, dabf es aus Kulturen vop 3. foetidus,
z e )

A. niger oder A. oxyzae jsolierbar ist.

1 pProtein mit Phospholipaseaktivitat, dadurch g e -
k’ zeichnet., dap es von einenm Antikdrper gegen
enn ' : ]
| gereinigte phospholipase aus Aspergillus foetidus RH 3046 er
xannt wird. .

g. Verfahren zur produktion eines Proteins. mit Pho_s;?holipa._
i seaktivitat nach _Ansprm:h 1 duvrch Fem@tatlon eines ln.ge-
eigneter Weise rransformierten Lysonospholipase ?Ioduz.‘.\.eren-—
den Wirtsorganismus in einem geeigneten Kt'llt:.urmedlum und Iso~
1iexrung des Proteins mit PhoSpholipaseaktlv:Ltat'aus dem zell-~
freien Kulturfiltzat, dadurch ge kennzeichnet,
dap man die Fermentation im sauren bis leicht alkalischen Be-.
reich durchfihrt.

9 verfahren nach Anspruch 8, dadurch g e k e n n -

e 3 hnet dag man die Fermentation bei einem pH-Wert
zeilc v

von 2 bis 9, pevorzugt 3 pis 8, durxchfdhrt.

10. Verfahxen nach Anspruch 8 oder 9, dadurch g & -

. seichnet, dap als transformierter Wirtsorga-
x enn

jsmias ein Aspergjllus—Stamm oder ein Trichodermg-Stamm ver-—
n .

wendet wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dgdurch gekenn -
. s hne?t,., daB als trxansformiercer wirtsorganismus
e 1 C )

: pergillus foetidus oder Aspergillus oryzae verwendet wird.
s,

12. Verwendung eines Proteins nach einem der Anspriiche 1 bis
7 zui Entschleimung von pflanzlichem o).
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13. Verwendung eines Proteins nach einem der Anspriiche 1 bis’.
7 als Backhilfsmittel.

3
v

! .31-08-2004
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FIGUR 1: prazessiervng des Lysophospholipasegens aus
Asperpillus und Erhslt der Phospholipase
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FIGUR 2: Konstruktion des Plasmids pKCN2
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